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 I 
摘要 
细菌的抗药性危害日益严重，毒素－抗毒素（TA）系统在细菌内的异质性
表达是多药耐受性存留细胞形成的重要原因。阐明致病菌中毒素－抗毒素系统的
作用机理和生理功能对研发防控致病菌的新策略和疾病诊断治疗等具有重要意
义。目前，对 TA 系统的研究主要集中在基因水平或转录水平，而传统基于蛋白
质水平的检测方法，如 Western Blot 等都是对大量细菌裂解液中的毒素抗毒素蛋
白进行检测，是大量细菌内毒素抗毒素蛋白表现的集权平均。对单细菌水平的毒
素－抗毒素蛋白进行快速逐一分析可揭示因集权平均而被掩盖的个体差异，有益
于 TA 系统的异质性考察及亚类表征。 
本论文旨在将双砷染料－四半胱氨酸体系与免疫荧光技术联用，结合实验室
自行研制的超高灵敏流式细胞仪（high sensitivity flow cytometry, HSFCM），通过
对单细菌水平毒素和抗毒素的同时检测，发展 TA 系统研究新方法，建立单细菌
水平毒素、抗毒素蛋白定量表征技术并考察各参数之间的相互关系；建立 TA 系
统在不同应激条件下的超高灵敏检测模式，确定 TA 系统在诱发细菌程序性阻滞
和程序性死亡中的作用；引入双质粒体系，考察 Lon 蛋白对 TA 系统调控的单细
菌水平检测的可行性，为考察 TA 系统间交互作用并发展方便、快捷的毒素蛋白
诱导因子筛选方法垫定基础。本研究发展了单细菌水平、原位、高通量、普适性
的 TA 系统研究新方法，对揭示 TA 系统的作用机理和研究对抗致病菌及细菌耐
药性的战略具有重要价值。 
论文第一章为文献综述。重点介绍了毒素抗毒素系统现有的研究方法和单细
菌水平研究 TA 系统的重要性及超高灵敏流式检测装置在细菌检测中的应用。本
章的最后介绍了本论文的选题思路和主要研究内容。 
论文第二章我们以 MqsR/MqsA TA 系统为研究对象，构建了毒素带 TC 标签
和抗毒素带 TC 标签的重组体系。通过对染色方法、染色时间、染料浓度等的优
化，经 HSFCM 检测，天然启动子下抗毒素及毒素带 TC 标签实验组与不带 TC
标签的阴性对照组的 TC-FlAsH 荧光信号可以明显区分，成功建立了
TA-TC-FlAsH 的单荧光检测体系，实现了对天然启动子下单细菌水平毒素蛋白
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 II 
和抗毒素蛋白的分别检测。通过对不同表达量 TA 系统的检测，确定了我们的方
法能够灵敏检测出毒素蛋白和抗毒素蛋白含量的微小变化，为体系应用于应激条
件下 TA 系统的含量检测提供了可行性验证。通过在实验室模拟氨基酸饥饿，异
亮氨酸饥饿和热激等几种细菌常见的应激环境，结合 HSFCM，建立了 TA 系统
应激模式的 TA-TC-FlAsH 体系超高灵敏分析方法。对不同应激条件下 MqsA 蛋
白的表达水平进行检测，结果表明抗毒素对不同的应激条件表现不同：氨基酸饥
饿会促使抗毒素蛋白 MqsA 的降解，异亮氨酸饥饿下抗毒素 MqsA 的降解是一个
可以恢复的过程，对热应激抗毒素 MqsA 表现不敏感。 
论文第三章为实现对单细菌水平毒素蛋白和抗毒素蛋白的同时检测，我们将
TC 序列和 His-tag 分别构建在毒素和抗毒素序列的末端使其融合表达，将双砷染
料－四半胱氨酸标签体系与免疫荧光技术联用，结合 HSFCM 建立了单细菌水平
天然启动子下毒素蛋白和抗毒素蛋白同时检测的双荧光超高灵敏分析法。利用双
荧光分析方法对低拷贝数的天然启动子指导下的 TA 系统进行检测，同时带
His-tag 和 TC-tag 的实验组跟不带双标签的阴性对照组荧光信号的完全分离；对
不同表达量的 TA 系统进行检测，验证了所建立的双荧光分析方法可以灵敏、准
确地对单个细菌内毒素蛋白和抗毒素蛋白的微量变化进行双参数同时表征。 
论文第四章为建立单细菌水平 TA 系统调控模式的超高灵敏分析方法，我们
进一步引入 pBAD30-lon 构建双质粒体系，通过诱导 Lon 蛋白酶来调控 TA 系统
的表达，利用 HSFCM 对细菌进行快速地逐一检测分析，探究 Lon 蛋白酶调控下
单细菌水平毒素蛋白和抗毒素蛋白相对含量的变化。结果表明，与正常生长条件
下细菌表达的 TA 系统相比，Lon 蛋白酶诱导表达的 pT5-lac 下的实验组，其抗
毒素蛋白 MqsA 在 Lon 蛋白酶作用 5-8 h 的时候发生降解，而相应的毒素蛋白含
量变化不大，单个细菌内毒素蛋白与抗毒素蛋白的相对比率上升；Lon 蛋白酶诱
导表达的天然启动子下的实验组，其抗毒素蛋白 MqsA 在 Lon 蛋白酶作用下含
量变化不明显，相应的毒素蛋白含量随着 Lon 蛋白酶诱导时间延长而增加，单
个细菌内毒素蛋白与抗毒素蛋白的相对比率上升。该实验成功验证了 Lon 蛋白
对 TA 系统调控的单细菌水平检测的可行性。 
论文第五章为总结和展望。总结了本论文的研究工作和成果，并对未来进一
步的研究工作进行了展望。 
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Abstract 
Single-cell analysis is vital for providing insights into the heterogeneity of 
molecular content and phenotypic characteristics of cells from complex and clonal 
cell populations. The overall goal of this proposal is to develop a new method for 
studying toxin-antitoxin (TA) within individual bacterial cells by combining 
ultra-sensitive flow cytometry with Tetracysteine-Biarsenical (TC-FlAsH) labeling 
system and immunofluorescence technique. Using a laboratory-built high-sensitivity 
flow cytometer (HSFCM), it is possible to perform a high-throughput and 
multi-parameter analysis of TA systems within individual bacteria. It will be a 
powerful tool for clarifying the mechanism and physiological function of toxin - 
antitoxin system in pathogens and have great significance to the development of new 
prevention and control strategies for pathogens, disease diagnosis and treatment. 
In chapter one, the concept, physiological function, biotechnological application 
and various research methods of toxin-antitoxin system study and HSFCM are 
systematically introduced. The research plan and main contents of this dissertation are 
put forward in the end. 
In chapter two, using MqsR / MqsA TA system as the research object, we 
modified toxin-antitoxin system with a biarsenical-tetracysteine motif. By optimizing 
the staining method, the incubation time and concentration of FlAsH-EDT2, the 
fluorescence signal ratio between antitoxin with TC and without TC tag is 2.3: 1 in  
single bacteria, and the fluorescence signal ratio between toxin with TC and without 
TC tag is 2.2: 1 in single bacteria detected by HSFCM. Via successfully established 
the TA-TC-FlAsH strategy, the content of toxin or antitoxin in a single bacteria were 
achieved. Then, we validated the ability of our method in sensitively detecting the 
different expression of TA system. By simulating amino acid starvation, isoleucine 
starvation and heat shock stress environment, combined with TA-TC-FlAsH system, 
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MqsA protein under various stress conditions were detected with different expression 
levels. The results show that this high-throughput technique can be used to map TA 
system stress response detections under different types of stress, which will provide a 
better understanding of the fundamental role of TA systems in persister cell formation.  
In chapter three, for the purpose of simultaneous detection of the toxin protein 
and antitoxin protein in individual bacteria, we modified antitoxin gene with a TC-tag 
and toxin gene with a His-tag to make fusion expression. By combining 
ultra-sensitive flow cytometry with Tetracysteine-Biarsenical labeling system and 
immunofluorescence technique, we establish a new dual-fluorescence analysis 
method to simultaneously detect toxin and antitoxin expression in a single bacteria. 
Dual fluorescence detection is the additions and improvements for single fluorescence 
analysis, since the red fluorescence detection channel would not effected by 
autofluorescence bacteria and only when both expressed antitoxin with TC taggedand 
toxinwith His-tag bacterial can be able to be detected. Therefore, even if the low copy 
number of TA system regulated by native promoter, we also have achieved a complete 
fluorescence signal separation of the experimental group with the negative control 
group without  tags. 
In chapter four, for the purpose of establishing an ultra-sensitive analytical 
method to detect the activation of toxin-antitoxin system, a pBAD30-lon plasmid was 
introduced to construct a double plasmid system. Lon proteases regulate the 
expression of TA systems by hydrolyzing the unstable antitoxin. After inducing the 
expression of Lon protease, an in vivo, quantitative, high-throughput detection was 
achieved by HSFCM. The result showed that compared with normal conditions, the 
degradation of antitoxin MqsA occured under the action of Lon protease, while the 
change of toxin was undetectable. According to the result, the above mentioned 
method can be extended to screen toxin activated molecules.  
In conclusion, an in vivo, quantitative, high-throughput, and versatile new 
method is constructed for studying TA systems within individual bacteria. This 
method will pave the way for the study of signal transduction and molecular 
mechanisms of TA systems during programmed cell arrest and persister cell formation, 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
Abstract 
  V 
which will have a significant impact on strategies for designing antibacterials. 
Keywords: toxin-antitoxin system, single bacteria cell level, high sensitivity flow 
cytometer, biarsenical-tetracysteine, dual fluorescence. 
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第一章 绪论 
1.1 毒素－抗毒素系统及其研究意义 
细菌的抗药性危害日益严重，毒素－抗毒素系统（toxinantitoxin system，
简称TA系统）在耐药性存留细胞的形成过程中发挥了重要的作用。毒素－抗毒
素系统是存在于同一个操纵子下的两个共表达的基因，分别编码一个稳定的毒素
蛋白（toxin）和一个不稳定的抗毒素分子（antitoxin）[1,2]。在抗生素等外界压力
作用下，毒素蛋白通过扰乱细胞的一些重要生理过程，如DNA复制，蛋白质翻
译，细胞壁的合成或细菌分裂等，使得细菌的生长被迅速抑制而进入休眠状态，
从而导致细菌的多药耐受性；抗毒素蛋白通过与对应的毒素蛋白相互作用形成毒
素－抗毒素复合物，抑制毒素蛋白的毒性，保护宿主细胞免于毒素的致死作用
[3,4]。几乎所有的致病菌，如金黄色葡萄球菌[5]，结核分歧杆菌[6]，炭疽芽孢杆菌
[7]，肺炎链球菌[8]，霍乱弧菌[9]等都能够通过异质性表达TA系统让一小部分细菌
亚群通过进入休眠状态而形成具有多药耐受性的存留细胞（persisters）。鉴于TA
系统对细菌抗药性的重要影响，阐明致病菌中毒素－抗毒素系统的作用机理和生
理功能对研发防控致病菌的新策略和疾病诊断治疗等具有重要意义。 
1.1.1 毒素－抗毒素系统的分类 
根据抗毒素的性质及其与对应的毒素蛋白相互作用的机制，目前的研究将毒
素－抗毒素系统分为六大类，如图1.1所示[1]。I型TA系统中，抗毒素为不稳定的
反义RNA，通过碱基互补配对与毒素的mRNA形成双链RNA，从而抑制毒素
mRNA的翻译，阻碍毒素蛋白的产生，例如hok-sok（host killing, suppression of 
kiling）系统[10]。在正常生长条件下，抗毒素sRNA与毒素mRNA所形成的双链RNA
会抑制毒素mRNA与核糖体结合[11]；环境压力下，抗毒素sRNA含量减少，去双
链化的毒素mRNA开始翻译，这一类毒素基因所表达的毒素蛋白是一种短的疏水
性多肽，通过嵌入并破坏细胞膜，使膜电位消失或干扰ATP的合成从而造成细菌
的生长抑制[12]。II型TA系统几乎存在于所有的古细菌和细菌中，也是目前研究最
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